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RIASSUNTO 
 
 
 
 
 
Questo lavoro di tesi presenta una ricerca effettuata con tecniche di biochimica e di biologia 
molecolare su proteine solubili coinvolte nella chemorecezione negli insetti. 
Lo studio della percezione olfattiva e gustativa negli insetti è stato affrontato solo 
recentemente, grazie alla identificazione dei recettori olfattivi in Drosophila melanogaster, 
reso possibile dal genoma completo del moscerino. Ma già 20 anni prima erano note proteine 
solubili capaci di legare reversibilmente odori e feromoni, le odorant-binding protein (OBP). 
Si tratta di polipeptidi di basso peso molecolare, presenti in alte concentrazioni nella linfa 
sensillare degli insetti, dove sono immerse le terminazioni dendritiche dei neuroni olfattivi. 
Per le OBP è stato inizialmente suggerito un ruolo di trasportatori di molecole odorose 
idrofobiche, ma le ultime ricerche dimostrano l’importanza della loro presenza per una corretta 
percezione degli stimoli olfattivi.  
Il lavoro sperimentale, descritto in questa tesi, riguarda la caratterizzazione delle OBP negli 
afidi, per la prima volta identificate in questi insetti fitofagi, estremamente dannosi in 
agricoltura. Sono state identificate nove OBP in Acyrthosiphon pisum, il cui genoma è in corso 
di sequenziamento, e la presenza di alcune di esse è stata saggiata in altre otto specie di afidi, 
mediante esperimenti di PCR. Due OBP risultano altamente conservate, un fenomeno 
abbastanza insolito per queste proteine. Il motivo di questo fatto probabilmente va collegato 
con la presenza di feromoni sessuali (nepetalattone e nepetalattolo) e di allarme (β-farnesene) 
utilizzati da molte specie di afidi. Tre OBP sono state espresse per via eterologa in sistema 
batterico, ottenendo ottime rese, e sono state purificate mediante cromatografia a scambio 
ionico e gel filtrazione. Le proteine purificate sono state utilizzate in esperimenti di binding 
con diversi composti organici. Il dato piu’ interessante è rappresentao dall’ evidenza che il 
farnesolo, una molecola simile al feromone di allarme β-farnesene, viene legato solo da una 
delle tre OBP.  
Lo studio delle OBP negli afidi potrebbe fornire informazioni utili per adottare strategie 
alternative, mirate all’ inibizione di queste proteine, nel controllo di popolazione di questi 
insetti in agricoltura. 
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La comunicazione chimica negli insetti 
 
Gli insetti possiedono un sistema di comunicazione chimica altamente specializzato che 
modula la maggior parte degli eventi della loro vita, come la ricerca del cibo, il 
riconoscimento del partner, la scelta della pianta ospite, l’avvertimento di un pericolo e tutte le 
relazioni fra individui e caste (negli insetti sociali) della stessa specie.  
Gli stimoli chimici, di natura sia volatile che non volatile, sono prodotti da individui della 
stessa specie o provengono dall’ambiente esterno. Nel primo caso si parla di feromoni, come 
quelli sessuali, di allarme, di aggregazione o di casta. Gli stimoli provenienti dall’ambiente 
esterno, invece, sono rappresentati da tutti gli odori emessi dalle piante e da altre specie di 
insetti.  Tali stimoli sono rappresentati generalmente da piccole molecole volatili e di natura 
idrofobia, classificati come feromoni oppure odori generici. 
 
I feromoni  sono sostanze chimiche secrete attivamente negli insetti da particolari strutture 
ghiandolari situate in organi specializzati. Essi sono generalmente costituiti da miscele di 
pochi componenti, tra i quali spesso uno o due si trovano in concentrazione predominante.  
(Arn et al., 1986). E’ importante, pero’, sottolineare che quasi sempre la risposta 
comportamenale richiede la presenza di tutti i componenti della miscela feromonale, compresi 
quelli presenti in quantità minori.  
 
I feromoni sono stati ed attualmente vengono utilizzati nella lotta agli insetti dannosi in 
agricoltura, come alternativa agli insetticidi, ma generalmente non sono sufficienti da soli per 
un efficiente controllo delle popolazioni. Attualmente trovano il maggiore impiego nel 
monitoraggio di particolari specie, permettendo di ridurre i trattameni con insetticidi a periodi 
ridotti e in aree delimitate. Anche per questi motivi, la ricerca scientifica ha preso in esame 
negli ultimi decenni lo studio del sistema di percezione di odori e feromoni, che rappresenta 
un altro approccio da sfruttare per interferire con il sistema di comunicazione degli insetti, 
tenendo le specie dannose lontane dalle coltivazioni. 
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Anatomia del sistema olfattivo negli insetti 
 
Le strutture anatomiche dedicate alla percezione olfattiva negli insetti sono i sensilli, presenti 
soprattutto in organi specializzati quali antenne, tarsi e palpi labiali, ma a volte distribuiti in 
altre parti del corpo. I sensilli sono costituiti da un astuccio cuticolare che contiene all’interno 
la linfa sensillare ed i dendriti di uno o piu’ neuroni sensoriali (Figura. 1). L’aspetto esterno 
può assumere diverse forme, per cui si distinguono sensilli tricoidei, campaniformi, chetici, 
basiconici, celoconici, ampullacei, squamiformi, placoidei, scolopoforo e stiloconici 
(Snodgrass, 1926, 1935; Schneider, 1964).  Queste diverse forme sono spesso legate al tipo di 
percezione. In particolare, a parte i campaniformi e gli stiloconici, che sono considerati 
meccanocettori, per tutti gli altri è stata ipotizzata o dimostrata una funzione chemiosensoriale. 
 
 
I neuroni sensoriali sono di natura bipolare ed estendono i dendriti nella cavità sensillare, 
mentre proiettano gli assone sui lobi antennali. Il corpo cellulare è posto al di sotto dello strato 
cuticolare ed è circondato da tre cellulle, tormogena, tricogena e tecogena, che provvedono 
alla secrezione ed al riassorbimento della linfa sensillare. 
Il contatto fra la linfa sensillare e l’ambiente esterno è assicurato da pori presenti sulla cuticola 
del sensillo. In generale, si possono distinguere sensilli a molti pori, localizzati lungo la parete 
sensillare, dedicate alla percezione di stimoli chimici volatili, da sensilli ad un solo poro,
Fig.1. Schema rappresentativo del 
sensillo di insetto. a e b rappresentano le 
sezioni longitudinali di un sensillo 
gustativo (a) e di un sensillo olfattivo 
(b). In tutti i casi, un astuccio cuticolare 
racchiude i dendriti dei neuroni protetti 
da una linfa sensillare. Alla base sono 
presenti le tre cellule ausiliarie. (Da 
Steinbrech et al., 1992) 
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posto sulla punta del sensillo, dedicati alla percezione di sostanze non volatili per contatto 
diretto. 
 
 
Biochimica della percezione olfattiva 
 
La percezione di stimoli chimici negli insetti, come nei vertebrati, è mediata da recettori 
localizzati sulla membrana dei neuroni sensoriali. Gli assoni di tali neuroni convergono nei 
glomeruli dei lobi antennali, dove avviene una amplificazione ed una prima elaborazione dei 
segnali olfattivi e gustativi. Dai lobi antennali, quindi, i segnali passano ai corpi fungiformi, 
dove le informazioni olfattive vengono integrate con stimoli provenienti da altre modalità 
sensoriali (Figura.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I recettori olfattivi (OR) appartengono alla famiglia dei recettori accoppiati a proteine G 
(GPCR) e presentano sette domini transmembrana. I primi recettori olfattivi sono stati 
identificati nei vertebrati, in particolare nell’epitelio olfattivo del topo (Buck e Axel, 1991). 
Geni simili sono stati anche scoperti nell’organo vomeronasale, dove dovrebbero essere 
dedicati alla percezione dei feromoni (Dulac e Axel, 1995; Herrada e Dulac, 1997; Matsunami 
e Buck, 1997; Zufall e Munger, 2001). Successivamente, sono stati descritti i recettori olfattivi 
nel nematode Caenorhabditis elegans (Tromel et al., 1995; Sengupta et al., 1996; Wes e 
Bargmann, 2001), la prima specie ad avere il proprio genoma sequenziato. Solo molto più 
tardi, nel 1999, i geni codificanti recettori olfattivi negli insetti sono stati identificati, grazie ad 
un approccio bioinformatico sul genoma di Drosophila, a quel tempo in corso di 
sequenziamento (Clyne et al., 1999; Vosshall et al., 1999). Anche i recettori olfattivi degli
Fig.2. Schema della 
percezione olfattiva 
negli insetti.  
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insetti appartengono alla famiglia delle sette eliche transmembrana, ma le loro sequenze sono 
completamente diverse da quelle dei vertebrati e molto divergenti fra specie (Figura. 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sulla base delle informazioni ricavabili dai genomi, conosciamo il numero di recettori olfattivi 
per alcune specie di insetti. Mentre nei vertebrati sono espressi intorno ad un migliaio di geni 
codificanti recettori olfattivi, negli insetti tali numeri sono molto minori. In particolare sono 
stati descritti circa 62 OR in Drosophila melanogaster, 79 in Anopheles gamiae, 160 in Apis 
mellifera, 41 in Bombyx mori (Wanner et al., 2007) e 26 in Tribolium castaneum (Abdel-latief, 
2007). A questi vanno aggiunti numeri simili di recettori gustativi.  
Come nei vertebrati, ciascun neurone esprime un solo tipo di recettori olfattivi, per cui 
risponde ad un numero ristretto di stimoli chimici. Tuttavia, a differenza dei vertebrati, esiste 
un recettore (denominato OR83b in Drosophila) che viene espresso in tutti i neuroni olfattivi e 
probabilmente svolge una funzione ausiliaria nei confronti del recettore specifico. Infatti, è 
stato dimostrato che la sua assenza produce una completa anosmia nell’insetto. 
I segnali elettrici prodotti dai neuroni olfattivi in risposta agli odori arrivano direttamente ai 
lobi antennali, dove gli assoni degli stessi neuroni stabiliscono sinapsi. Tali sinapsi 
individuano dei glomeruli, uno per ogni tipo di recettore olfattivo, quindi in pratica uno per 
ogni tipo di odore. Infatti, tutti gli assoni dei neuroni che esprimono lo stesso recettore 
specifico convergono sullo stesso glomerulo, realizzando così una notevole amplificazione del 
segnale olfattivo. 
 
 
Fig.3. Modello di un recettore olfattivo. Il sito 
di legame per odori e feromoni dovrebbe essere 
situato all’interno del fascio delle sette eliche, 
dove è rappresentata la struttura di un ligando. 
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Le proteine solubili della chemorecezione 
 
Tra l’ambiente esterno e la membrana dei neuroni olfattivi esiste uno strato acquoso, la linfa 
sensillare, con cui gli stimoli odorosi vengono a contatto. Nella linfa sono presenti in alta 
concentrazione proteine solubili, capaci di legare reversibilmente odori e feromoni (Figura. 2). 
Queste proteine appartengono a due classi, le OBP (odorant-binding protein) e le CSP 
(chemosensory protein). Le OBP sono costituite da circa 130-150 amminoacidi e presentano 
sei residui di cisteina legati con tre ponti disolfuro interlacciati. Questo fatto, insieme con una 
alta percentuale di α-eliche, conferisce notevole stabilità a queste proteine. Le CSP sono piu’ 
corte (100-120 amminoacidi) e presentano solo due ponti disolfuro che legano cisteine 
adiacenti. La stabilità delle CSP è ancora una volta assicurata da una struttura dominata da α-
eliche (Figura. 5). 
Sequenze rappresentative di OBP e CSP sono riportate nelle figure 6 e 7, rispettivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5. Struttura tridimensionale 
della OBP di Bombyx mori (a 
destra: Sandler et al., 2000) e 
della CSP di Schistocerca 
gregaria (a sinistra: Tomaselli et 
al., 2006)   
 
Fig.4. Immagine al microscopio elettronico  a 
scansione delle antenna di D. melanogaster (in alto) e 
lobi antennali (in basso). Gli assoni provenienti da 
neuroni che esprimono lo stesso recettore convergono 
su un unico glomerulo in ciascun lobo (in verde). 
(Ang et al. 2003) 
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   EGGKYTTKYDNVNLKEIFENERLFASYKECLL--GNRPCPPDGQELKDAIPDALENE 
    EEKYTTKYDNVNLDEILANDRLLNKYVQCLLEDDESNCTADGKELKSAVPDALSNE 
    DDKYTDKYDKINLQEILENKRLLESYMDCVLGKG--KCTPEGKELKDHLQEALETG 
    QDKYEPIDDSFDASEVLSNERLLKSYTKCLLNQG--PCTAELKKIKDKIPEALETH 
 ARPSDTYTDKYDNINIQEILENKRLLEAYVNCVLDKG--KCTPEGKELKEHLQEAIENG 
-RMVEQAYDDKFDNVDLDEILNQERLLINYIKCLEGTG--PCTPDAKMLKEILPDAIQTD 
-VAAEDKYTTKYDNIDVDEILKSDRLFGNYFKCLVDNG--KCTPEGRELKKSLPDALKTE 
    DDKYTTKYDNIDLDEILASDRLLANYHKCLIEEG—-KCTPDGEELKSHVSDALQ-- 
 
CKKCTEIQKTNFEKLAIWYNENRPDEWTALIKKFMEDAKKQNS 
CKKCTDKQREVIKKVIKFLVENKPELWDSLANKYDPDKKYRVKFEEEAKKLGINV 
CAKCSEKQKAGVETTIVFLIKNKPEIWESFKKKYDPTHKYEKIYERYIKQAEEKARKS 
CSKCSDRQKAIVKAIVEFLKKNKPDDIQKLVNKFDPDGSYRAKYGDSLEKIYS 
CAKCSEKQKAGVETTIVFLIKNKPEVWESFKKKYDPTHKYQTFYDNLLKQAEEKAKSS 
CAKCNEKQKEGTKKVLKHLINHKPDVWAQLKAKYDPDGTYSKKYEDREKELHQ 
CEKCTEAQEKGAETSIDYLIKNELEIWKELTAHFDPDGKWRKKYEDRAKAKGIVIPE 
CAKCTDKQKQMAKQLAQGIKKTHPELWDEFITFYDPQGKYQTSFKDFLES 
CEKCTEAQEKGAYTVIEHLIKNEIEIWRQLADKFDPERKYRKKYEDRARAKGIEIPE 
CTKCTEKQRYGAEKVTRHLIDNRPTDWERLEKIYDPEGTYRIKYQEMKSKANEEP 
CSKCSEKQRQNTDKVIRYIIENKARGVEAAQAKYDPEEIYIKRYRQPRGSDQGVRRIR- 
CAKCSDKQRAGAEKVINFLYNKKKPMWESLQKKYDPENTYVTKYADRLKELHD 
 
Fig.7. Sequenze rappresentative di CSP di diverse specie di insetto. I residui conservati sono 
evidenziati in giallo, mentre le cisteine in blu. Lepidoptera: Bombyx mori (CSP-bm), Cactoblastis 
cactorum (CLP1-cc), Diptera: Drosophila melanogaster (OS-D dm; EjB-dm: bulbo eiaculatorio. 
Hymenoptera: Apis mellifera (ASP3-am), Polistes dominulus (CSP-pd1), Orthoptera: Schistocerca 
gregaria (CSP-sg4) Dictyoptera: Periplaneta americana (p10-pa). Phasmatodea: Eurycantha 
calcarata (CSP-ec1).  
Bmor-PBP    SQEVMKNLSLNFGKALDECKKEMTLTDAINEDFYNFWKEGYEIKNR-----ETGCAIMCLSTKLNMLDP-EGNLHHGNA 
Bmor-GOBP1  DVYVMKDVTLGFGQALEQCREESQLTEEKMEEFFHFWNDDFKFEHR-----ELGCAIQCMSRHFNLLTD-SSRMHHENT 
Bmor-GOBP2  TAEVMSHVTAHFGKTLEECREESGLSVDILDEFKHFWSDDFDVVHR-----ELGCAIICMSNKFSLMDD-DVRMHHVNM 
Bmor-ABPX   HGQLHDEIAELAAMVRENCADESSVDLNLVEKVN--AGTDLATITDG----KLKCYIKCTMETAGMMS--DGVVDVEAV 
Dmel-LUSH     MTMEQFLTSLDMIRSGCAPKFKLKTEDLDRLR---VGDFNFPPSQ----DLMCYTKCVSLMAGTVNK-KGEFNAPKA 
Agam-OBP   APFEIPDRYKKPAKMLHEICIAESGASEEQLRTCL---DGTVPTAPA------AKCYIHCLFDKIDVVDEATGRILLDRL 
Amel-ASp1  APDWVPPEVFDLVAEDKARCMSEHGTTQAQIDDVD---KGNLVNEPS------ITCYMYCLLEAFSLVDD-EANVDEDIM 
Pdom-OBP1 DSDIAVKKYLHAVPEPVLAKCLKESGLEADKDKLLS---DESTVDQGK------FSCLIACTLKDNGALVN--GELKYDVL 
Sinv-OBP     SRDSARKIGSQYDNYATCLAEHSLTEDDIFSIGEVSSGQHKTNHEDTELHKNGCVMQCLLEKDGLMSG--ADYDEEKM 
Aosa-PBP       MSEEMEELAKQLHNDCVAQTGVDEAHITTVK--DQKGFPDDE------KFKCYLKCLMTEMAIVGD-DGVVDIEAA 
Pdiv-OBP2 ETLKEHGQKVLEQIIDYATSCADSLGVSPEDMKLLM---EKKFPTSRE------GQCMPSCVNKKFGLQKA-DGTLNKEYR 
Pjap-PBP       MSEEMEELAKQLHDDCVSQTGVDEAHITTVK--DQKGFPDDE------KFKCYLKCLMTEMAIVGD-DGVVDVEAA 
Llin-LAP     GELPEEMREMAQGLHDGCVEETGVDNGLIGPCA--KGN-FADDQ------KLKCYFKCVFGNLGVISD-EGELDAEAF 
Lmig-OBP              AAKEVDHTCRSSTGVPRDMLHRYA---EGQTVDDDD------FKCYLKCIMVEFNSLSD-DGVFVLEEE 
Lmad-PBP      DSTQSYKDAMGPLVRECMGSVSATEDDFKTVLN--RNPLESRTA-------QCLLACALDKVGLISPEGAIYTGDDL 
 
Bmor-PBP    MEFAKKHGADETMAQQLIDI-VHGCE-KSTPANDDKCIWTLGVATCFKAEIHKLNWAPSMDVAVGEILAEV---- 142 
Bmor-GOBP1  DKFIKSFPNGEILSQKMIDM-IHTCE-KTFDSEPDHCWRILRVAECFKDACNKSGLAPSMELILAEFIMESEADK 146 
Bmor-GOBP2  DEYIKGFPNGQVLAEKMVKL-IHNCE-KQFDTETDDCTRVVKVAACFKKDSRKEGIAP--EVAMIEAVIEKY--- 141 
Bmor-ABPX   LSLLP-----DSLKTKNEAS-LKKCD-TQKGS--DDCDTAYLTQICWQAANKADYFLI----------------- 120 
Dmel-LUSH   LAQLPHLVP-PEMMEMSRKS-VEACR-DTHKQFKESCERVYQTAKCFSENADGQFMWP----------------- 124 
Agam-OBP    LYIIP-----DDVKAAVDHL-TRECS-HIVTP--DKCETAYETVKCYFNARDEVIKFCHLLVLE----------- 126 
Amel-ASp1   LGLLP-----DQLQERAQSV-MGKCL-PTSGS--DNCNKIYNLAKCVQESAPDVWFVI----------------- 119 
Pdom-OBP1   SELLSKLLTNKEDKLQERLELLKACIPEGANAK-NDCEYIGKIMQCKLSKAKEMGL------------------- 125 
Sinv-OBP    REDYIKETG--AQPGDQRIEALNACM-QETKDMEDKCDKSLLLVACVLAAEAVLADSNEGA-------------- 134 
Aosa-PBP    VGVMP-----DEYKAKAEPV-IRKCG-VIPGA--NPCDNVYQTHKCYYDTDPQSYMIV----------------- 116 
Pdiv-OBP2   YSEMENVKAIDEEIYNKMNSVWDKCVINGADG-TDECDTGMKVVTCMKEESEKLGLSKDAIGF------------ 133 
Pjap-PBP    VGVLP-----DELKAKAEPI-MRKCG-FKPGA--NPCDNVYQTHKCYYETDAQSYMIV----------------- 116 
Llin-LAP    GSILP-----DNMQ-ELLPT-IRGCA-GTTGA--DPCELAMNFNKCLQKVDPVNFMVI----------------- 116 
Lmig-OBP    LENVP-----PEIKEEGHRV-VHSCK-HINHD--EACETAYQIHQCYKQSDPELYSLVVRAFDATIGD------- 118 
Lmad-PBP    MPVMNRLYGFNDFKTVMKAKAVNDCANQVNGAYPDRCDLIKNFTDCVRNSY------------------------ 119 
 
Fig.6. Esempi rappresentativi di OBP di differenti ordini di insetti. Lepidoptera: Bombyx mori 
(Bmor), Diptera: Drosophila melanogaster (Dmel), Anopheles gambiae (Agam); Hymenoptera: 
Apis mellifera (Amel), Polistes dominulus (Pdom), Solenopsis invicta (Sinv); Coleoptera: Anomala 
osakana (Aosa), Phylloperta diversa (Pdiv), Popilia japonica (Pjap), Hemiptera: Lygus lineolaris 
(Llin), Orthoptera: Locusta migratoria (Lmig), Dictyoptera: Leucophaea maderae (Lmad). Le sei 
cisteine sono rappresentate in blu e evidenziate. 
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Si puo’ osservare come le OBP siano molto divergenti fra specie, mentre le CSP mostrano un 
certo grado di conservazione.  
 
 
La funzione fisiologia delle OBP 
Come gia’ accennato, le OBP si trovano in altissima concentrazione (fino a 10 millimolare) 
nella linfa sensillare. La figura 8 riporta una immunolocalizzazione della PBP (pheromone-
binding protein) di Bombyx mori nei sensilli tricoidei, specifici per la percezione dei feromoni. 
 
 
 
Di conseguenza, le molecole odorose, nel loro cammino verso la membrana dei neuroni 
olfattivi, non possono evitare di interagire con le OBP. Inoltre, data l’altissima concentrazione 
di queste proteine e la costante di dissociazione OBP/ligando dell’ordine del micromolare, si 
puo’ assumere che tutte le molecole degli stimoli chimici che raggiungono i sensilli vengano 
immediatamente catturate dalle OBP. Quale sia lo stadio successivo non è ancora chiaro, 
anche se l’ipotesi corrente assume che il complesso migri fino alla membrana dendritica, dove 
la OBP rilascerebbe il ligando in prossimità del recettore di membrana.  
Questa ipotesi è basata anche sull’osservazione che alcune OBP possono esistere in due 
diverse conformazioni, il cui equilibrio è regolato dalla presenza del ligando e/o dal pH 
(Wojtasek e Leal, 1999). In assenza del ligando, infatti, ed a pH relativamente basso (4.5), 
l’estremità carbossilica della PBP di B. mori, non strutturata a pH neutro, si avvolge in un 
segmento di α-elica che va ad occupare il sito di legame. Questa modifica conformazionale 
potrebbe avvenire nei pressi della membrana dendritica, dove il pH è piu’ basso,
Fig.8. Sezione trasversale di un sensillo 
tricoideo di Bombyx mori marcato con un 
anticorpo policlonale contro la PBP 
(pheromone-binding protein). La linfa 
sensillare (SL) è intensamente marcata, 
mentre i dendriti (D) dei neuroni olfattivi e 
la cuticola (C) non lo sono.  
(Da Maida et al., 1993). 
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permettendo alla proteina di espellere il feromone dalla tasca di legame (Horste et al., 2001). 
La figura 9 riporta la struttura della PBP di B.mori nelle due conformazioni.  
 
Questo meccanismo di rilascio del ligando è stato proposto anche per altre OBP, quali la 
OBP1 di Antheraea polyphemus, la OBP1 di Anophele gambiae e LUSH, una delle OBP di 
Drosophila, che presentano un segmento carbossi-terminale abbastanza lungo da permettere il 
ripiegamento all’interno della cavità di legame (Kruse et al., 2003). Un diverso meccanismo, 
invece, dovrebbe essere ipotizzato per quelle OBP che presentano l’estremità carbossilica 
troncata, come nel caso della PBP della blatta Leucophaea maderae (Lartigue et al., 2003). 
 
Qualunque sia il meccanismo d’azione, è chiaro da alcuni risultati sperimentali che le OBP 
sono essenziali per un corretto funzionamento del sistema di percezione degli odori. Questa 
idea comincia ad essere accettata solo adesso, mentre per lungo tempo il ruolo delle OBP è 
stato considerato semplicemente accessorio e  irrilevante nel meccanismo del riconoscimento 
degli odori.  
E’ stato dimostrato, infatti, che la proteina LUSH, che lega il feromone maschile di 
Drosophila, il vaccenile acetato, è indispensabile per la percezione di questo feromone da 
parte dei moscerini. La soppressione del gene codificante LUSH annulla sia la risposta 
elettrofisiologica che quella comportamentale al feromone. Tale risposta viene ripristinata sia 
se il gene viene riattivato sia se la proteina viene direttamene iniettata nei sensilli specifici (Xu 
et al., 2005). La figura 10 riporta tali risultati. 
 
 
 
Fig.9. Conformazioni della 
PBP di B.mori in presenza 
(A) ed in assenza (B) del 
feromone specifico, il 
bombicolo. (Sandler et al., 
2000)  
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In un lavoro successivo, altri Autori hanno dimostrato che anche la presenza del recettore 
specifico di membrana è essenziale per la risposta olfattiva al feromone (Ha e Smith, 2006). 
Il ruolo determinante delle OBP nella discriminazione olfattiva è stato anche dimostrato in un 
lavoro piu’ recente effettuato con specie diverse di Drosophila. Era stato osservato che due 
acidi grassi, l’esanoico e l’ottanoico agiscono da attraenti per l’ovideposizione verso D. 
sechiella, ma sono dei repellenti per D. melanogaster. La soppressione dei geni codificanti due 
OBP (57d e 57e) in D. melanogaster elimina il comportamento di repulsione, mentre 
l’inserimento degli stessi geni nella versione di D. sechiella produce una debole attrazione di  
D. melanogaster verso i due acidi (Matsuo et al, 2007). 
elettrofisiologia comportamento 
O 
O 
A 
C   
B 
Fig.10. Soppressione e reinserimento del gene codificante LUSH in 
Drosophila. (A) riporta i risultati delle risposte elettrofisiologiche, un 
esempio delle quali è riprodotto in (C), al feromone maschile vaccenile 
acetato, mentre in (B) sono riassunte le osservazioni comportamentali 
ottenute con gli stessi mutanti. ET249 è il ceppo di Drosophila originario 
(wild type), obp76a quello recante la delezione del gene LUSH, rescue 
quello nel quale lo stesso gene è stato reinserito. APO3 si riferisce 
all’inserimento del gene LUSH nel lepidottero Antheraea polyphemus (Xu et 
al., 2005). In alto e’ riportata la struttura del feromone vaccenile acetato. 
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I risultati piu’ recenti, quindi, attribuiscono alle OBP funzioni importanti ed essenziali nella 
percezione degli odori. Queste proteine, di conseguenza, non possono essere più considerate 
come in passato, semplici trasportatori passivi delle sostanze odorose, ma rappresentano 
elementi chiave nella percezione e discriminazione di odori e feromoni. 
Questo nuovo quadro offre la possibilità di utilizzare le OBP come target per la lotta agli 
insetti nocivi mediante tecniche che interferiscano con la loro comunicazione chimica. 
Le OBP, d’altra parte, presentano notevoli vantaggi di studio rispetto ai recettori di membrana, 
essendo molto più facili da studiare. Infatti, queste proteine, a differenza dei recettori di 
membrana, possono essere preparate in notevoli quantità per espressione in sistemi batterici, 
permettendo quindi la preparazione di anticorpi e saggi di legame con odori e feromoni.  
 
 
 
 
Biologia degli afidi 
 
        
Phylum: Arthropoda 
Classe: Insecta     
Ordine: Hemiptera 
Superfamiglia: Aphidoidea 
Famiglia: Aphididae 
                                                                                     
 
Gli Afidi appartengono all’ordine degli Emitteri, il quale costituisce un considerevole 
complesso (oltre 50000 specie) di insetti terrestri, acquaioli o acquatici, di dimensioni variabili 
da 1 millimetro ad alcuni centimetri di lunghezza e di vari colori e forme. L’ordine riveste una 
enorme importanza nell’entomologia applicata perché comprende alcuni gruppi molto dannosi 
nell’ambito agrario e forestale. Gli emitteri, nonostante la grande diversità delle specie, sono 
accomunati da un apparato boccale pungente succhiante, con il quale prelevano la linfa e 
succhi cellulari provocando alterazioni nei tessuti vegetali, come deformazione degli organi 
attaccati, ipertrofie e neoplasie. Inoltre, alcune specie, come molti afidi, possono trasmettere 
batteri, protozoi e virus.  
Gli afidi presentano piccole dimensioni (generalmente pochi millimetri) e corpo piriforme, il 
cui tegumento è poco sclerificato ed in alcuni casi protetto da sostanze cerose, prodotte da 
ghiandole specializzate. 
Acyrthosiphon pisum 
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Il torace porta zampe esili e due paia di ali membranose. Le ali in alcune specie mancano del 
tutto, mentre in altre specie si alternano generazioni con individui alati e con individui atteri. 
L’addome è ben sviluppato, globoso e distinto in nove segmenti. La maggior parte degli afidi 
producono un liquido zuccherino, la melata, che richiama mosche, formiche, vespe ed api. 
Inoltre sull’addome possono essere presenti due sifoni che, oltre a produrre materiale ceroso, 
possono secernere anche feromoni di allarme. 
 
Gli afidi si sviluppano secondo cicli particolarmente complessi, che rendono ancora più 
difficile la lotta a questi insetti dannosi. Nel corso dell’anno si susseguono diverse generazioni 
di femmine partenogenetiche, attere o alate (polimorfismo), che terminano con la comparsa di 
una generazione di maschi e femmine destinate ad accoppiarsi. 
Si possono distinguere tre principali cicli di sviluppo che, a volte, possono trovarsi anche 
nell’ambito della stessa specie: 
-    olociclo: alternanza regolare tra più generazioni partenogeniche ed una anfigonica 
-    paraciclo: comparsa saltuaria della generazione anfigonica 
-    anolociclo: scomparsa della generazione anfigonica, si hanno generazioni solo  
                                      partenogenetiche.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I cicli inoltre possono essere distinti in monoici, se si svolgono su una stessa specie ospite, ed 
eteroici, se si svolgono su due o più specie di piante. 
Fig. 11. Tipico ciclo di sviluppo 
degli afidi (olociclo eteroico). La 
riproduzione è generalmente 
partenogenetica, con comparsa 
dei maschi solo per un breve 
periodo alla fine dell’estate. (Da 
Birkett et al., 2002) 
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Il ciclo si sviluppo più diffuso fra gli Afidi è l’olociclo eteroico (Figura. 11). 
Il periodo invernale viene superato dall’insetto allo stadio di uovo durevole sull’ospite 
primario (ospite invernale). In primavera fuoriesce dall’uovo una femmina attera (fondatrice) 
che si riproduce per partenogenesi, dando origine a nuove femmine attere. Queste a loro volta 
possono originare altre generazioni partenogenetiche con la formazione di colonie. All’inizio 
dell’estate compaiono le prime forme alate, capaci di migrare dall’ospite primario (nella 
maggior parte dei casi alberi e arbusti) verso quello secondario (piante erbacee). Per tutta 
l’estate sull’ospite secondario si sviluppano una o più generazioni di femmine sia attere che 
alate. Le femmine alate permettono la propagazione della specie colonizzando altri ospiti 
secondari. Alla fine dell’estate, in risposta alla riduzione del fotoperiodo, compaiono le 
femmine sessuopare che sempre per partenogenesi danno origine a maschi e femmine alati. 
Queste femmine alate poi volano sull’ospite primario, dove generano femmine anfigoniche 
attere. Sono queste ultime capaci di rilasciare feromoni sessuali e di accoppiarsi con i maschi 
alati. 
 
Un ciclo vitale così complesso, insieme con la capacità degli afidi di essere vettori di vari 
microorganismi patogeni, rende questi insetti altamente dannosi in agricoltura e 
particolarmente difficili da combattere. 
 
 
I feromoni degli afidi 
I feromoni sessuali degli afidi sono rilasciati dalle femmine anfigoniche attere, che hanno già 
raggiunto l’ospite invernale, dove averrà la riproduzione sessuale. In questo modo i maschi 
alati sono richiamati sulla stessa pianta ospite. 
I feromoni sessuali individuati  in diverse specie di afidi comprendono principalmente i 
monoterpenoidi (4aS,7S,7aR)-nepetalattone e (1R,4aS,7S,7aR)-nepetalattolo in diverse 
concentrazioni relative (Figura. 12 e in Tabella. 1). In alcune specie, come Phorodon humuli, i 
feromoni sessuali sono costituiti da uno o piu isomeri del nepetalattolo (Birkett et al., 2002). 
Si puo’ osservare come le differenze fra miscele feromonali di specie diverse siano legate solo 
al rapporto fra le componenti. Cio’ puo’ creare confusione nel maschio per quanto riguarda il 
riconoscimento della femmina della propria specie, anche considerando il fatto che in alcuni 
casi specie diverse utilizzano addirittura la stessa miscela. 
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Specie  Feromone  Riferimenti bibliografici 
Aphis fabae A:B = 29:1 Dawson et al., 1990 
Megoura viciae A:B = 5-12:1 Dawson et al., 1987 
Hardie et al., 1990 
Schizaphis graminum A:B = 1:8 Dawson et al., 1988 
Cryptomyzus spp. A:B = 1:30 Guldemond et al., 1993 
Acyrthosiphon pisum A:B = 1:1 Dawson et al., 1990 
Myzus persicae A:B = 1:1.5 Dawson et al., 1990 
Sitobian avenae A Lilley et al., 1995 
Sitobian fragariae A Hardie et al., 1992 
Brevicoryne brassicae A Gabryś et al., 1997 
Rhopalosiphum padi B Hardie et al., 1994 
Phorodon humili C  Campbell et al., 1990 
 
 
 
 
Probabilmete esistono segnali chimici aggiuntivi per il corretto riconoscimento fra individui 
della stessa specie, come molecole odoranti provenienti dalla piante ospite (Petterson, 1970; 
Campbell et al., 1990; Losël et al.,1996). Inoltre, nelle diverse specie i feromoni vengono 
rilasciati in periodi diversi del giorno e dell’anno, in relazione ai cicli circadiani e di sviluppo 
delle varie specie (Hardie et al.,1990; Guldemon e Dixon, 1994). 
Tab.1. Descrizione delle diverse miscele di feromoni sessuali in base al rapporto fra le diverse 
concentrazioni dei due principali  componenti: nepetalottone e nepetalattolo,  e i loro 
stereoisomeri, in diverse specie di afidi. (A) (4aS, 7S,7aR)- nepetalattone, (B) (1R, 4aS, 
7S,7aR)- nepetalattolo, (C) (1S, 4aR, 7S,7aS)- nepetalattolo, (D) (1R, 4aR, 7S,7aS)-
nepetalattolo.  
Fig.12. Principali componenti della 
miscela dei feromoni sessuali degli 
afidi. 
(A) (4aS, 7S,7aR)- nepetalattone, 
(B) (1R, 4aS, 7S,7aR)- nepetalattolo, 
(C) (1S, 4aR, 7S,7aS)- nepetalattolo,  
(D)(1R, 4aR, 7S,7aS)-nepetalattolo. 
(Birkett et al., 2002) 
 
A B 
C D 
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Il diverso rilascio dei feromoni sessuali durante il giorno come importante componente nel 
corretto riconoscimento all’interno della specie è stato riportato anche nei Lepidotteri 
(Dreising, 1986; Delisle e McNiel, 1987; Rosèn, 2002) 
Un altro importante feromone identificato negli afidi è quello d’allarme, costituito per la 
maggior parte da (E)-β- farnesene (Bowers et al.,1972; Pickett e Griffiths, 1980). 
 
 
 
 
Infatti gli afidi, per le  loro caratteristiche anatomiche sono facile preda di parassiti e predatori 
e  la principale tecnica di difesa è la fuga, attivata appunto dai feromoni di allarme (Pickett et 
al., 1992; Dixon, 1998). I feromoni d’allarme vengono secreti da sifoni presenti a livello 
dell’addome e subito diventano volatili, inducendo gli altri individui ad interrompere 
immediatamente l’alimentazione e fuggire, spesso lasciandosi cadere dalla pianta. Gli afidi 
utilizzano i feromoni d’allarme anche per marcare il predatore, rendendo così più facile 
individuare la sua presenza (Mondor e Roitberg, 2004). 
E’ interessante notare che lo stesso feromone d’allarme viene utilizzato da molte specie di 
afidi. Questa strategia certamente risulta efficace ed economica e rappresenta un vantaggio per 
la sopravvivenza di tutti gli afidi. 
L’uso del (E)-β-farnesene è stato proposto come tecnica di difesa dagli afidi,  alternativa agli 
insetticidi, in campo agricolo. Tuttavia, questa sostanza è difficile e costosa da sintetizzare, 
soprattutto a causa dei diversi isomeri possibili. Inoltre, il (E)-β-farnesene è molto volatile, per 
cui la sua presenza nell’ambiente sarebbe limitata nel tempo, ed è anche facilmente ossidabile 
da parte dell’ossigeno dell’aria, producendo così composti diversi e inefficaci.  In natura sono 
presenti piante, come la patata selvatica, capaci di rilasciare (E)-β-farnesene dalle foglie e così 
allontanare gli afidi (Gibson et al. 1983). Questa strategia, utilizzata dalla natura potrebbe 
risultare più efficace rispetto alla dispersione del (E)-β-farnesene sintetico nell’ambiente. A 
tale scopo, è stato dimostrato che è possibile produrre piante transgeniche (in particolare il 
lavoro è stato effettuato sulla specie modello Arabidopis thaliana) che sintetizzino il (E)-β-
farnesene, rilasciandolo continuamente ed in maniera graduale nell’ambiente (Beale e al., 
2006).  
 
 
 
 
(E)-β- farnesene 
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Insetti – Per il lavoro sperimentale sono stati utilizzati afidi delle seguenti specie: 
Acyrthosiphon pisum, Myzus persicae,  Megoura vicia,  Nasonovia ribisnigri, Aphis fabae, 
Aphis craccivora, Metopolophium dirhodum, Tuberolachnus salignus e Pterocomma salicis 
allo stadio di adulti partenogenetici. Gli insetti sono stati congelati in azoto liquido e 
conservati a – 80°C fino all’uso. 
 
Reattivi – Gli oligonucleotidi per le PCR sono stati sintetizzati presso la MWG (Monaco, 
Germania). Per la PCR è stata impiegata la Taq polimerasi (Pharmacia Biotech), il kit per la 
preparazione del cDNA delle Invitrogen e quello per la purificazione del DNA della 
Amersham Pharmacia Biotech. Gli altri prodotti chimici, compresi i ligandi utilizzati nei saggi 
di binding sono stati  acquistati presso la Sigma-Aldrich ed erano “reagent grade”. 
 
Estrazione dell’RNA e sintesi del cDNA – L’RNA totale è stato estratto utilizzando il reattivo 
TRI® Reagent (Sigma), seguendo il protocollo del fornitore. Il cDNA è stato sintetizzato 
dall’RNA totale per trascrizione inversa, utilizzando 200 unità di SuperScriptTM III Reverse 
Transcriptase (Invitrogen) e 0.5 µg di oligo-dT in un volume totale di 50 µl. La miscela di 
reazione è stata incubata a 50°C per 60 min ed il prodotto ottenuto è stato usato direttamente 
per le amplificazioni di PCR. 
 
Reazione a catena della polimerasi (PCR) – Aliquote di 1 µl di cDNA sono state amplificate 
in un termociclizzatore, Bio-Rad Gene CyclerTM, utilizzando 2.5 unità di DNA polimerasi 
Thermus aquaticus (Pharmacia Biotech), 1 mM di ciascun dNTP (Pharmacia Biotech), 1 µM 
di ciascun primer, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl2 e 0.1 mg/ml BSA in 10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 
contenente 0.1% v/v Triton X-100. 
I primer sono stati progettati su sequenze nucleotidiche appartenenti a due specie di afidi 
A.pisum e M.persicae individuate nella banca dati delle EST. Di seguito sono riportate le 
coppie di primer utilizzate. 
 
Primer fw Apis OBP1   5’- TCA TAT GGA AAG CGA CCA AGT CCC TAT- 3’ 
Primer rv Apis OBP1   5’- AGG ATC CTT AAA TCT GAC GTG CAG GAT- 3’ 
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Primer fw Acpis OBP2  5’- AAC ATATGT CGG ACC CAT GTA ACA TA- 3’ 
Primer rv Acpis OBP2  5’- GTG AAT TCT TAT GCT TTA GGG AAG AAA TT-3’ 
 
Primer fw MpOBP3  5’- AAC ATA TGC GAT TTT CGA CGG AAC A- 3’ 
Primer rv MpOBP3  5’- GTG AAT TCT TAT TAA GTT GAC TTG TCG AGA TC-3’ 
 
Primer fw ApisOBP7 5’- TCA TAT GTA CTT GAG TGA AGC GGC CAT- 3’ 
Primer rv ApisOBP7 5’- TGG ATC CCT AGA GTG GTA GAA ACT CTA- 3’ 
 
Primer fw MperOBP8  5’- AAC ATA TGG AAA ACA ATC AAC AAA A- 3’ 
Primer rv MperOBP8  5’- GTG AAT TCT TAC ATG CTA TTG CGT CTG AA- 3’ 
 
La reazione di PCR, dopo uno stadio di denaturazione a 95°C per 5 minuti, è stata effettuata 
secondo il seguente protocollo di temperature per 35 cicli: 95°C per 1 minuto, 50°C per 30 
secondi e  72°C per 1 minuto, seguito da uno stadio finale a 72°C per 7 minuti. I prodotti di 
amplificazione ottenuti sono risultati di dimensioni comprese fra 400 e 500 bp per tutte le OBP 
tranne la OBP2 che ha fornito un prodotto di circa 700 bp. 
 
Clonaggio e sequenziamento – Il prodotto di PCR è stato successivamente inserito in un 
vettore pGEM (Promega), senza successive purificazioni, usando un rapporto molare 
plasmide: inserto di circa 1:5. La miscela di reazione è stata incubata per una notte a 4°C. In 
seguito  alla trasformazione delle cellule competenti XL-1 Blue di E. coli con il prodotto di 
reazione, le colonie positive sono state  individuate utilizzando i primer del plasmide SP6 e 
T7, e fatte crescere in mezzo LB/ampicillina. I plasmidi sono stati estratti e purificati con il kit 
GFX Micro Plasmid Prep (Amersham Pharmacia Biotech) e inviati alla MWG (Monaco, 
Germania), per il sequenziamento. I plasmidi purificati sono stati digeriti con Nde I e Eco  RI 
o Bam HI, a seconda dei siti di restrizione presenti sul primer. I frammenti ottenuti sono stati 
purificati da gel d’agarosio allo 0,8% e clonati nel vettore di espressione pET5b (Novagen). 
Per la sequenza codificante la OBP1 è stato utilizzato il pET15b (Novagen), entrambi 
precedentemente digeriti con gli stessi enzimi di restrizione. 
 
Produzione delle OBP ricombinanti – Per l’espressione delle proteine, cellule competenti 
BL21(DE3)pLysS di E.coli  sono state trasformate con i plasmidi pET-OBP1; pET-OBP3 e 
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pET-OBP8. Le singole colonie sono state fatte crescere per tutta la notte in 10 ml di 
LB/ampicillina in agitazione a 37°C. 
Le colture cellulari sono state successivamente diluite 1: 100 in mezzo LB/ampicillina fresco e 
fatte crescere a 37°C fino ad un valore di densità ottica a 600 nm intorno a 0.6-0.8 AU. A 
questo stadio è stato aggiunto isopropil tio-β-D-galattopiranoside (IPTG) ad una 
concentrazione finale di 0.4 mM per indurre l’espressione delle proeine. Dopo 2 ore a 37°C le 
cellule sono state raccolte mediante centrifugazione, risospese in Tris-HCl, 50 mM, pH 7.4 e 
lisate mediante sonicazione. Le OBP ricombinanti, presenti interamente come corpi di 
inclusione, sono state estratte mediante trattamento del pellet ottenuto dopo la sonicazione, 
con urea 8 M, Tris-HCl 50 mM, NaCl 0.5 M, ditiotreitolo (DTT) 100 mM. Dopo diluizione 
con 10 volumi di urea 1 M, le soluzioni sono state dializzate per tre giorni in camera fredda 
con due cambi di tampone. 
 
Purificazione delle OBP ricombinati – Le proteine sono state purificate mediante una prima 
cromatografia a scambio anionico su resina DE-52, utilizzando un gradiente da 0-0.5 M di 
NaCl in Tris-HCl 50 mM, pH 7.4, seguita da gel filtrazione su Sephacryl-100. Ulteriore 
purificazione, quando necessario, è stata ottenuta su colonna cromatografica a scambio 
anionico Mono-Q o Q-FF. Le frazioni di ciascuna cromatografia sono state analizzate per 
elettroforesi in condizioni denaturanti. Le concentrazioni delle proteine purificate sono state 
calcolate dai valori di assorbimento a 280 nm. La stessa tecnica ha permesso di valutare 
eventuali contaminazioni da DNA in base ai valori di assorbimento a 260 nm. 
Le OBP ricombinanti sono state ottenute con ottime rese, in genere comprese fra 20 e 40 mg 
per litro di coltura. 
 
Misure di fluorescenza –  Gli spettri di emissione della fluorescenza sono stati misurati su 
Jasco FP-750 a 25°C, con cammino ottico di 1 cm e fenditure di eccitazione e di emissione di 
5 nm. Le proteine sono state disciolte in Tris-HCl, pH 7.4, 50 mM; mentre i ligandi sono stati 
aggiunti come soluzioni 1mM in metanolo. 
 
Saggi di binding –  Per misurare l’affinità del ligando fluorescente 1-NPN verso le diverse 
proteine, è stata utilizzata una soluzione 2 µM della proteina in esame in Tris- HCl, 50 mM, 
pH 7.4. Alla soluzione sono state aggiunte aliquote del ligando 1 mM, in metanolo a 
concentrazioni finali di 2- 16 µM. L’affinità per gli altri ligandi è stata misurata in saggi di 
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binding competitivo, utilizzando 1-NPN come sonda fluorescente alla concentrazione di 2 µM 
ed i diversi ligandi a concentrazioni finali di 2-16 µM. 
 
Analisi dei dati  –  Per determinare la costante di binding, i valori di intensità corrispondenti al 
massimo della fluorescenza emessa sono stati  riportati in funzione della concentrazione del 
ligando. Le curve sono state linearizzate utilizzando il grafico di Scatchard. Le costanti di 
dissociazione dei competitori sono state calcolate dai valorie di IC50 (le concentrazioni di 
ligando che dimezzano il valore iniziale della fluorescenza), utilizzando l’equazione:  
KD = [IC50]/1+[1-NPN]/K1-NPN, dove [1-NPN] rappresenta la concentrazione di 1-NPN libera e 
K1-NPN la costante di dissociazione del complesso Proteina/1-NPN. 
 
Costruzione dei modelli tridimensionali – Modelli tridimensionali delle OBP sono stati 
costruiti sulla base della struttura cristallografica della OBP2 di Apis mellifera (codice: 1tujA) 
per quanto riguarda la OBP1 e la OBP8, mentre per la OBP3 di A. pisum è stata presa come 
riferimento la struttura della PBP di L. maderae (codice: 1orgA), utilizzando il programma  
on-line SWISS MODEL (Guex e Peitsch, 1997; Schwede et al., 2003). I modelli sono stati 
visualizzati con il programma SwissPdb Viewer “Deep-View” (Arnold et al., 2006) 
(http://www.expasy.org/spdbv/). 
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RISULTATI E DISCUSSIONE 
 
 
Scopo del lavoro 
 
Sulla base delle recenti acquisizioni circa un ruolo attivo ed essenziale delle OBP nella 
percezione olfattiva e della possibilità quindi di utilizzare proprio le OBP come target nel 
controllo di popolazioni di insetti in agricoltura, abbiamo scelto di studiare queste proteine 
negli afidi.  
Gli afidi, infatti, provocano enormi danni alle colture e finora non sono disponibili tecniche di 
lotta alternative agli insetticidi. D’altra parte, nonostante le OBP siano state studiate in quasi 
tutti gli Ordini di insetti, tali informazioni negli afidi mancavano completamente e si dubitava 
anche della presenza di queste proteine solubili negli afidi, essendo questi insetti situati nei 
gradini piu’ bassi della scala evolutiva. 
 
Identificazione di sequenze nucleotidiche codificanti OBP negli afidi  
 
Il progetto di sequenziamento del genoma di una specie di afidi, Acyrthosiphon pisum, tuttora 
in corso, ci ha stimolato nella ricerca di sequenze simili alle OBP, utilizzando metodi 
bioinformatici.  
Una ricerca effettuata mediante il programma BLAST sulla banca dati EST, utilizzando 
sequenze di OBP di altri insetti (locusta, vespa ed altre specie), ha fornito sequenze 
nucleotidiche codificanti per proteine della classe delle OBP.  
Nonostante la notevole divergenza delle sequenze amminoacidiche nella famiglia delle OBP, 
come illustrato nell’Introduzione, è stato possibile riconoscere membri di questa classe in base 
al motivo caratteristico delle 6 cisteine, le cui distanze relative sono abbastanza conservate fra 
le diverse specie. La maggior parte delle sequenze trovate si riferiscono, come d’altra parte 
prevedibile, ad Acyrthosiphon pisum, il cui genoma è in corso di sequenziamento, ma sono 
state trovate informazioni anche relative ad altre specie di afidi. 
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Amplificazione dei geni codificanti OBP 
  
Le OBP in Acyrthosiphon pisum. 
Essendo le sequenze trovate nella banca dati EST di buona qualità e complete, ci siamo 
limitati ad una conferma delle stesse, mediante amplificazione dei geni relativi e 
sequenziamento. 
A questo scopo, sono state effettuate prove di PCR sul cDNA preparato da RNA totale, 
ottenuto a sua volta da afidi interi della specie Acyrthosiphon pisum. Sono state così 
confermate cinque delle nove sequenze codificanti proteine simili alle OBP in A.pisum 
(Figura.13). 
 
 
ApisOBP2 MKVSAATAVLVALVATVQSSDPCNISTCYKSGTTKPPMAVTPTHLPVQSSSTQTSHPQTTYAKDHVHGSTT 
ApisOBP5                                                 MSANSATIKCIAVAAILLQISVI 
ApisOBP4                                                              MRGNYSSMRV 
 
ApisOBP1                     MLNLKVMMFLCLSVIVVYCESDQVPINSSAAVESCLLETNMTRDEFEDMLT 
ApisOBP8                         MFALKVACLCLSVAVVFGENNQQNGPSDRSATIFQSCIAETKLSGDA 
ApisOBP2 TKSGVNATVTTASGASVNGTEPPAVVKSSAGVTGNSTTPKPTMTEGHVALKQKLNTIAVKCKDELHAPQEI 
ApisOBP9               MIIKKTLLLSVFVLFGCLFSINKADDADAKDKELMSKLFTVVFKCFKDADWGTCGEM 
ApisOBP7             MVARKRMYNMLPTTVLFAIIAATVLKDCDAYLSEAAIKKTQQMLKTVCSKKHSVEEDVF 
ApisOBP3                             MISSTFYITLVFGIAMLISCGHGRFTTEQIDYYGKACNASEDD 
ApisOBP5 FADAGHHRRGKELLDTEDSDFFRCKQASRKSCCGPENAMKRFGDKDKVAADECYAQVAEKFATVTATTPKQ 
ApisOBP6                                               MPNILPNLDSTWEKCFETFKQFKDK 
ApisOBP4 FLLFAIGFQDIFCQKQETSGKCRAPDKAPLNLEIIINTCQEEIKSALLQEALDIFNDGNVEQNTPNYSSSK                    
 
ApisOBP1 SPNARELTILKSHAHKCMFGCVMRKNHIVNDGVVSKEVLSKYVLNFYGRPDYKRRLIIKDVEHIVDVC---  
ApisOBP8 LKGFRSMSIPKTQAEKCMMGCLMRKVNVINKGKFSVEEATKVAQKYYG----TNEAMMKKAKDLIDVC---  
ApisOBP2 MALVSNTVVPQNEQQRCYLECVYKNLNLIKNNKFSVEDGKAMARIRFA----NQPEEHKKAVTIIETC---  
ApisOBP9 ITTKYDITQAKYKQCTCHMACAGEELGMINASGQPEPAKFLEYVNKIN-----NPDIKSQLQLIYDKC---  
ApisOBP7 TNIKKGIFPEDNNNIKCYFACNFKTMQLINQKGVIDKKMFKDKMSMMA-----PPNVYKILLPVIEQCTGK  
ApisOBP3 LVVVKSYKVPTTETGKCLMKCMITKLGLLNDDGSYNKTGMEAGLKKYW-----SEWSTEKIESINNKCYEE  
ApisOBP5 DLFSAEAVKITKKKQFCLHECIGKKNNLLTEDGSLNKTFIADYAMKSVFK---EQWQKQVGQKALDKCLEE  
ApisOBP6 PETKEYKEMAHGKEPPCLFQC----FMQSGLTTSDGKLNEDAITKKMSEGINNDEKWKSIWQNSLNKCFDD  
ApisOBP4 READEDLTNEERRVAGCLLQCVYKKVKAVDETGFPVVDGLMKLYNEGV----QDRNYYIATLSAVRHCISI  
 
ApisOBP1 -----------AKKVADESETDECELAATLVTCIVLEANKAGLVDDPARQI                   159 
ApisOBP8 -------------AKKAQSTTEECALAGIVTTCIVEEAQKAGLSGGPGSRSRRTVSPKFRRNSM      162 
ApisOBP2 ----------EKEAVIDPKTTEKCAAGRVIRNCFVKNGEKINFFPKA                       243 
ApisOBP9 ---------------QNVKGSEKCDLAEQFAICAFKESPALKERVSTLMEMLVKMKPKSK          165 
ApisOBP7 DK-----------------GEELCQSSYNVIKCAHSVDPKSLEFLPL                       155 
ApisOBP3 ALLVS------------KEVVATCNYSYTVMACLNKQLDLDKST                          141 
ApisOBP5 TYIPWPAEDKENVCNPVYVQFQHCLWLQYESNCPANKIKITKKCEKTRNRYRMQKSTSN           221 
ApisOBP6 VKQ--EDKKQILIMNTPAGRLMKCFLRDMYMSCPKNVWVESSECLNMKDLVQKCPEMPPPVFKSPPKLI 159  
ApisOBP4 AQQLKQQQPSKS-----FDDGQTCDLAYEMFECVSEKIEENCGVENKSNN                    193 
 
Fig. 13. Sequenze amminoacidiche di proteine della classe delle OBP nell’afide Acyrthosiphon 
pisum. Cinque delle sei cisteine conservate, che rappresentano il motivo caratteristico delle OBP 
degli insetti sono in rosso ed evidenziate. A causa della divergenza delle sequenze, non è stato 
possibile allineare la prima cisteina. Alcune OBP, come la 4, la 5 e la 6, contengono anche altri 
residui di cisteina e sono da assegnare alla classe delle C+OBP. 
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Risulta evidente che le nove sequenze sono molto divese fra loro. Il motivo delle sei cisteine è 
ancora riconoscibile, ma solo a costo di introdurre alcuni gap. In particolare, per la prima 
cisteina è stato scelto di non mostrare l’allineamento per maggiore semplicità di presentazione. 
Si puo’ osservare che alcune sequenze, in particolare la 4, la 5 e la 6, presentano altre cisteine 
soprattutto nella zona carbossi-terminale. Questa caratteristica le accomuna ad una sottoclasse 
di OBP descritte in Drosophila, Anopheles ed altre specie e denominate C+OBP. Anche 
riguardo alla lunghezza, queste OBP si differenziano notevolmente l’una dall’altra con numeri 
di amminoacidi che vanno da 141 a 243. 
Riportando le somiglianze di sequenza su un grafico, le nove OBP risultano divise in tre 
gruppi distinti (Figura. 14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le OBP in altre specie di afidi 
Gli stessi primer utilizzati per amplificare le sequenze codificanti OBP in Acyrthosiphon 
pisum sono stati saggiati anche con altre specie di afidi. In molti casi sono state ottenute bande 
nette e intense nella amplificazione mediante PCR, che sono state inserite nel vettore pGEM e 
sequenziate. Abbiamo quindi ottenuto informazioni sulle OBP di otto specie di afidi, secondo 
lo schema riportato (Figura. 15). 
Le sequenze appartenenti ai gruppi delle OBP1, OBP2 ed OBP8 sono riportate nelle figure 16. 
Si nota chiaramente che all’interno di ciascun gruppo le sequenze sono quasi totalmente 
conservate. Infatti, le sostituzioni amminoacidiche fra specie, riportate in rosso nelle sequenze, 
sono in media di uno o due residui per l’intera sequenza. Cio’ contrasta fortemente con l’alta 
divergenza osservata fra le OBP di Acyrthosiphon pisum. Questo fatto, apparentemente strano, 
potrebbe suggerire alcune ipotesi sulla percezione dei semiochimici negli afidi. Infatti, la presenza 
Fig.14. Grafico delle somiglianze di 
sequenza fra le nove OBP identificate 
nell’afide Acyrthosiphon pisum e riportate 
nella figura 13. 
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delle stesse OBP in specie diverse potrebbe essere legata al fatto che gli afidi spesso condividono gli 
stessi feromoni. Come riportato nell’Introduzione, infatti, sia i due feromoni sessuali, il nepetalattone 
ed il nepetalattolo, sia il feromone d’allarme β-farnesene, sono efficaci in molte specie di afidi, 
nonostane le distanze filogenetiche. 
 
Specie OBP
1 
OBP
2 
OBP
3 
OBP
4 
OBP
5 
OBP
6 
OBP
7 
OBP
8 
OBP
9 
 
Acyrthosiphon  
pisum 
 
● ● ● ● ● ● ● ● ● 
 
Myzus  
persicae 
 
 
      
● 
 
 
Megoura  
viciae 
 
 ● 
     
● 
 
 
Nasonovia  
ribisnigri 
 
 ● 
     
● 
 
 
Aphis  
fabae 
 
 ● 
     
● 
 
 
Aphis  
craccivora 
 
 ● 
       
Metopolophium 
dirhodum 
 
 ● 
     
● 
 
Tuberolachnus 
salignus 
● 
        
Pterocomma 
salicis 
● ● 
       
 
Fig.15. Specie di afidi esaminate e le sequenze di OBP determinate in ciascuna specie. 
RISULTATI E DISCUSSIONE 
  
 
26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A.craccivoraOBP2  SDPCNISTCYKSGTTKPPTTVTPTRLPVQSSSTPTSHQQTTYAKDHVHSSTATKSGVNTTATTTSGASVNGTER  
A.fabaeOBP2       SDPCNISTCYQSGTTKPPTTVTPTRLPVQSSSTPTSHQQTTYAKDHVHSSTATKSGVNTTATTTSGASVNGTER  
A.pisumOBP2       SDPCNISTCYKSGTTKPPMAVTPTHLPVQSSSTQTSHPQTTYAKDHVHGSTTTKSGVNATVTTASGASVNGTEP  
N.ribisnigriOBP2  SDPCNISTCYKSGTTKPPMTVTPTHLPVQSSSTPTSHPQTTYAKDHVHGSTTTKSGANATATTASGASVNGTER  
M.viciaeOBP2      SDPCNISTCYKSGTTKPPMSVTPTRLPVQSSSTPTSHPQTTYAKDHSHGSTTTKSGANATATTASGASVNGTER  
M.dirhodumOBP2    SDPCNISTCYKSGTTKPPMAVTPTRLPVQSSSTPTSHPQTTYAKDHVHGSTTIKSGANATATTASGASVNGTER  
P.salicisOBP2     SDPCNISTCYKSGTTKPPTTVTPTRLPVQSSSTPTSHPQTTYAKDHAHGSTTVKSGANVTATKDNKATVNGTTE  
 
A.craccivoraOBP2  TTVVKSSSGVAGNATTPKPTMTEGHVALKQKLNTIAVKCKDELHAPQEIMALVSNTVVPQNEQQRCYLECVYKN  
A.fabaeOBP2       TTVVKSSSGVAGNLTTPKPTMTEGHVALKQKLNTIAVKCKDELHAPQEIMALVSNTVVPQNEQQRCYLECVYKN  
A.pisumOBP2       PAVVKSSAGVTGNSTTPKPTMTEGHVALKQKLNTIAVKCKDELHAPQEIMALVSNTVVPQNEQQRCYLECVYKN  
N.ribisnigriOBP2  PAVVKSSAGVTGNFTTPKPTMTEGHVALKQKLNTIAVKCKDELHAPQEIMALVSNTVVPQNEQQRCYLECVYKN  
M.viciaeOBP2      PAVVKSSAGVTGNLTTPKPTMTEGHVALKQKLNTIAVKCKDELHAPQEIMALVSNTVVPQNEQQRCYLECVYKN  
M.dirhodumOBP2    PTVVKSSAGVIGNSTTPKPTMTEGHVALKQKLNTIAVKCKDELHAPQEIMALVSNTVVPQNEQQRCYLECVYKN  
P.salicisOBP2     RPAVKSTTGAAGNATTLNSTMTEVHVALKQKLNTIAVKCKDELHAPQEIMALASNTVVPQNEQQRCYLECVYKN  
 
A.craccivoraOBP2  LNLIKNNKFSVDDGKAMAKIRFANQPEEHKKAVTIIETCEKEAIIDPKTTEKCAAGRVIRNCFVKNGEKINFFPKA  
A.fabaeOBP2       LNLNKNNKFSVDDGKAMAKIRFANQPEEHKKAVTIIETCEKEAIIDPKTTEKCAAGRVIRNCFVKNGEKINFFPKA  
A.pisumOBP2       LNLIKNSKFSVEDGKAMARIRFANQPEEHKKAVTIIETCEKEAVIDPKTTEKCAAGRVIRNCFVKNGEKINFFPKA  
N.ribisnigriOBP2  LNLIKNNKFSVEDGKAMARIRFANQPEEHKKAVTIIETCEKEAVIDPKTTEKCAAGRVIRNCFVKNGEKINFFPKA  
M.viciaeOBP2      LNLIKNNKFSVEDGKAMAKIRFANQPDEHKKAVTIIETCEKEAVIDPKTTEKCAAGRVIRNCFVKNGEKINFFPKA  
M.dirhodumOBP2    LNLIKNNKFSVEDGKAMARIRFANQPEEHKKAVTIIETCEKEAIIDPKTTEKCAAGRVIRNCFVKNGEKINFFPKA  
P.salicisOBP2     LNLIKNDKFSVDDGKTMAKIRFAKQPEEYKKAVTIIETCEKEAVIDPKTTEKCAAGRVIRNCFVKNGEKINFFPKA  
 
 
A.pisumOBP1    ESDQVPINSSAAVESCLLETNMTRDEFEDMLTSPNARELTILKSHAHKCMFGCVMRKNHIVNDGVVSKEV  
P.salicisOBP1  ESDQVPINSSAAVENCLLETNMTRDEFEDMLTSPNARELTILKSHAHKCMFGCVMRKNHIVNDGVVSKEV  
T.salignusOBP1 ESDQVPMNSSAAVENCLLETNMTRDEFEDMLTSPNARELTILKSHAHKCMLGCVMRKNHIVNDGVVSKEV  
 
A.pisumOBP1    LSKYVLNFYGRPDYKRRLIIKDVEHIVDVCAKKVADESETDECELAATLVTCIVLEANKAGLVDDPARQI  
P.salicisOBP1  LSKYVLNFYGRPDYKRRLIIKDVEHIVDVCAKKVADESETDECELAATLVTCIVLEANKAGLVDDPARQI  
T.salignusOBP1 LSKYVLNFYGRPDYKRRLIIKDVEHIVDVCAKKVADESETDECELAATLVTCIVLEANKAGLVDDPARQI     
 
 
A.pisumOBP8      ENNQQNGPSDRSATIFQSCIAETKLSGDALKGFRSMSIPKTQAEKCMMGCLMRKVNVINKGKFSVEEATKVA  
M.persicaeOBP8   ENNQQN-SSDRSATIFQSCIAETKLSGDALKGFRSMSIPKTQAEKCMMGCLMRKVNVINKGKFSVEEATKVA  
N.ribisnigriOBP8 ENNQQN-SNDRSATIFQSCISETKLSGDALKGFRSMSIPKTQAEKCMMGCLMRKVNVINKGKFSVEEATKVA  
M.viciaeOBP8     ENNQQN-SNDRSATIFQSCISETKLSGDALKGFRSMSIPKTQAEKCMMGCLMRKVNVINKGKFSVEEATKVA  
M.dirhodumOBP8   ENNQQN-SNDRSATIFQSCISETKLSGDALKGFRSMSIPKTQAEKCMMGCLMRKVNVINKGKFSVEEATKVA  
A.fabaeOBP8      ENNQQN-SNDRSATIFQSCISETKLSGDALKGFRSMSIPKTQAEKCMMGCLMRKVNVINKGKFSVEEATKVA  
 
A.pisumOBP8      QKYYGTNEAMMKKAKDLIDVCAKKAQSTTEECALAGIVTTCIVEEAQKAGLSGGPGSRSRRTVSPKFRRNSM  
M.persicaeOBP8   QKYYGTNETMMKKAKDLIDVCAKKAQSTAEECALAGIVTTCIVEEAQKAGLAGGPGSRSRRTVSPKFRRNSM  
N.ribisnigriOBP8 QKYYGTNETMMKKAKDLIDVCAKKAQSTTEECALAGIVTTCIVEEGQKAGLTGGPGGRSRRTVSPKFRRNSM  
M.viciaeOBP8     QKYYGTNETMMKKAKDLIDVCAKKAQSTTEECALAGIVTTCIVEEAQKAGLSGGPGSRSRRTVSPKFRRNSM  
M.dirhodumOBP8   QKYYGTNGTMMKKAKDLIDVCAKKAQSTTEECALAGIVTTCIVEEAQKAGLSGGPGSRSRRTVSPKFRRNSM  
A.fabaeOBP8      QKYYGTNETMMKKAKDLIDVCAKKAQSTTEECALAGIVTTCIVEEGQKVGLTGGPGGRSRRTVSPKFRRNSM 
 
Fig.16. Confronto delle sequenze amminoacidiche delle OBP1, OBP2 ed OBP8 in diverse specie di 
afidi. I residui diversi sono indicati in rosso. La quasi identità delle sequenze all’interno dello stesso 
gruppo e fra specie diverse potrebbe essere legata al fatto che molte specie di afidi utilizzano gli 
stessi feromoni. 
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Espressione batterica e purificazione delle OBP ricombinanti 
 
Allo scopo di caratterizzare le OBP degli afidi, sia in termini di espressione tissutale e 
temporale, sia per quanto riguarda la specificità di legame nei confronti di odori e feromoni, è 
stato deciso di esprimere tre delle OBP identificate in sistemi batterici.  
Seguendo un protocollo già sperimentato con successo con diverse OBP di insetti, sono stati 
amplificati costrutti che recavano agli estremi, della sequenza codificante la proteina matura, 
siti di restrizione, che hanno permesso l’inserimento in vettori di espressione. Per quanto 
riguarda la OBP3 e la OBP8, alle estremità 5’ è stato impiegato un sito Nde I, che ha fornito il 
codone ATG codificante per la metionina iniziale. Alle estremità 3’, invece, è stato inserito un 
sito Eco RI, preceduto da un codone di stop. In tal modo, la proteina ricombinante ottenuta 
differiva da quella nativa per la sola aggiunta della metionina iniziale. Per quanta riguarda la 
OBP1, invece, è stato adoperato un costrutto diverso, che ha fornito una proteina ricombinante 
recante all’estremità ammino-terminale una sequenza di sei istidine, seguita da un sito di 
digestione per la trombina. In questo caso, i siti di restrizione impiegati sono stati Nde I e Bam 
HI.  
In tutti i tre casi le OBP ricombinanti sono state ottenute con ottime rese, da 20 a 40 mg per 
litro di coltura. La figura 17 mostra l’analisi elettroforetica in condizioni denaturanti dei pellet 
batterici ottenuti per le tre proteine. 
 
 
In tutti i tre casi sfortunatamente le OBP erano presenti nel pellet dopo rottura delle cellule per 
sonicazione, come corpi insolubili, similmente alla maggior parte delle OBP di insetti 
preparate per espressione batterica. Tuttavia, era noto che le OBP possono essere solubilizzate 
 M      OBP1        OBP3       OBP8 
Fig.17. SDS-PAGE (15%) dei pellet di colture 
batteriche relative alle espressioni di tre diverse 
OBP di A. pisum. Ciascuna coppia di corsie riporta 
il risultato ottenuto prima (a sinistra) e dopo (a 
destra) l’induzione con IPTG. La OBP1 contiene 
all’estremità amminica una sequenza di 6 istidine, 
seguita da un sito per la trombina, per un totale di 
20 amminoacidi. Le altre proteine, invece, 
presentano solo una metionina aggiuntiva. 
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con agenti denaturanti e successivamente rinaturate per semplice dialisi prolungata in camera 
fredda. Le proteine sono state successivamente purificate mediante tecniche cromatografiche. 
Sono state utilizzate resine di diverso tipo, sulla base delle proprietà fisico-chimiche delle 
proteine stesse.  
Sia la OBP1 che la OBP3 presentano punti isoelettrici calcolati piuttosto acidi (5.1 e 5.2, 
rispettivamente),  analogamente alla maggior parte delle OBP. Di conseguenza, queste due 
proteine sono state purificate per cromatografia a scambio anionico su resine DE-52 e Q FF, 
utilizzando un tampone di eluizione a pH 7.4 (Figure. 18 e 19). Questa tecnica ha permesso di 
ottenere le OBP ad un grado avanzato di purificazione. Un passaggio finale di gel filtrazione 
su Sephacryl-100 ha fornito i campioni definitivamente purificati per la produzione di 
anticorpi e per i saggi di binding. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 M   35  36   37    38   39  40   41   42  43   M   44  45   46   47   48   49  50  M    18   19    20   21  22   23   24   25   
Scambio ionico (DE-52) Scambio ionico (Q FF) 
Fig.18. Purificazione della OBP1 per cromatografia a scambio anionico su DE-52 e 
successivamente su colonna Q FF. Uno stadio finale di gel filtrazione ha fornito la 
proteina purificata. La OBP1, che contiene 20 amminoacidi addizionali all’estremità 
amminica, presenta un peso molecolare di 17,950, ma migra su SDS-PAGE (15%) con un 
peso molecolare apparente di circa 22,000. I marker di peso molecolare sono, dall’alto: 
BSA (66 k), ovalbumina (45 k), anidrasi carbonica (29 k), inibitore della tripsina (20 k) e 
lattalbumina (14 k). 
  1    2     3      4     5     M    6     7 
  28   30   32   M    34    36    38   40   
Scambio ionico (DE-52) Gel filtrazione (Sephacryl 100) 
Fig.19. Purificazione della OBP3 per cromatografia a scambio anionico su DE-52 e 
successivamente per gel filtrazione su colonna Sephacryl-100. La OBP3 migra 
correttamente su SDS-PAGE (15%), in accordo con il suo peso molecolare di 13,458. I 
marker di peso molecolare sono, dall’alto: BSA (66 k), ovalbumina (45 k), anidrasi 
carbonica (29 k), inibitore della tripsina (20 k) e lattalbumina (14 k). 
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Per quanto riguarda la OBP8, che presenta un punto isoelettrico calcolato di 8.2, piu’ alto delle 
altre, la purificazione è stata ancora effettuata mediante due passaggi su resina a scambio 
anionico DE-52, ma utilizzando nel secondo passaggio un pH del tampone di eluizione di 8.5, 
al fine di migliorare l’affinità della proteina per la resina (Figura. 20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Le proteine ricombinanti, così purificate, sono state utilizzate per la preparazione di anticorpi 
policlonali nel coniglio e per saggi di legame con diverse sostanze odorose. 
 
Inoltre, per le tre proteine espresse è stata tentata una modellizzazione sulla base di strutture 
tridimensionali di OBP note. Utilizzando il programma on-line SWISS MODEL (Guex e 
Peitsch, 1997; Schwede  et al., 2003), le tre sequenze sono state sottoposte ad allineamento 
con sequenze di OBP delle quali era nota la struttura. Successivamente, il programma stesso 
ha provveduto a scegliere la migliore proteina di riferimento e costruire un modello della 
nuova OBP. In tal modo, sono stati generati modelli per le tre OBP di afidi, basandosi per la 
OBP1 e la OBP8 sulla struttura cristallografica della OBP2 di Apis mellifera (codice: 1tujA), 
per la OBP3 su quella della PBP di L. maderae (codice: 1orgA). Come si puo’ osservare nella 
figura 21, solo il terzo modello risulta di buona qualità, in quanto simile alle altre strutture di 
OBP note, mentre i primi due presentano ampie zone poco definite. 
 
 
 
 M   1    2     3     4   18   19   20   22   23   24    
6     7 
 17   19  21  23   
Scambio ionico (I° DE-52)              (II° DE-52) 
 
Fig.20. Purificazione della OBP8 mediante due successivi passaggi per 
cromatografia a scambio anionico su DE-52. La OBP3 migra correttamente 
su SDS-PAGE (15%), in accordo con il suo peso molecolare di 15,785. I 
marker di peso molecolare sono, dall’alto: BSA (66 k), ovalbumina (45 k), 
anidrasi carbonica (29 k), inibitore della tripsina (20 k) e lattalbumina (14 k). 
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Saggi di binding 
 
Le OBP1, OBP3 e OBP8 purificate, sono state impiegate in saggi di binding competitivo con 
una serie di composti chimici diversi per forma e dimensione. Prima di determinare l’affinità 
di legame per le diverse proteine con i possibili ligandi è stata effettuata una curva di binding, 
utilizzando il ligando fluorescente N-fenil-1-naftilammina (1-NPN). Questo composto, se 
eccitato a 337 nm, produce una banda di emissione di bassa intensità con un picco massimo 
intorno a 470- 480 nm. In presenza di una proteina legante, il massimo di emissione si sposta 
verso i 406- 410 nm e l’intensità della banda aumenta notevolmente. E’ stata quindi effettuata 
una titolazione per ogni OBP con la sonda 1-NPN, registrando l’intensità della banda a circa 
408- 410 nm, come misura del sonda fluorescente legata alla proteina. I dati sono stati poi 
riportati in funzione della concentrazione di 1-NPN totale, fornendo isoterme di binding. La 
linearizzazione delle curve, secondo l’equazione di Scatchard ha fornito i valori della costante 
di dissociazione dei complessi OBP/1-NPN. Qui vengono riportati, a titolo di esempio, i 
risultati ottenuti con la OBP3 di A. pisum espressa in batteri. La figura 22 mostra la curva di 
binding misurata con 1-NPN ed il relativo grafico di Scatchard. 
 
 
 
OBP1 OBP8 OBP3 
Fig.21. Modelli tridimensionali delle tre OBP di A. pisum espresse in batteri. 
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Utilizzando la stessa concentrazione (2 µM) della OBP e dell sonda 1-NPN, sono state poi 
misurate le affinità di altri ligandi, come misura della capacità di ciascuno di essi di spiazzare 
il composto fluorescente dal complesso.  
Sono state così ottenute delle curve dove l’intensità della fluorescenza è stata riportata in 
funzione della concentrazione del ligando. E’ evidente che maggiore è la perdita di 
fluorescenza, piu’ forte è il legame con la proteina. I dati relativi a queste prove sono riportati, 
sempre relativamente alla OBP3, nella figura 23. 
La prima serie di ligandi (pannello A) contiene benzoati alchilici con catene da 2 a 8 atomi di 
carbonio. I migliori ligandi risultano, in questo gruppo, quelli con lunghezze intermedie (4-6 
atomi di carbonio). Gli altri due pannelli riportano esperimenti effettuati con altri composti 
organici di natura diversa. I ligandi migliori sono risultati il retinolo, il farnesolo, l’aldeide 
amilcinnamica ed il p-tert-butilbenzofenone. Questi composti presentano strutture diverse fra 
loro e dai benzoati precedentemente descritti. Tuttavia, alcuni elementi di somiglianza possono 
essere riconosciuti. Per esempio, il farnesolo risulta molto simile alla catena insatura del 
retinolo. A questo proposito, si puo’ anche osservare che il dimetilottil benzoato risulta essere 
un buon ligando, mentre l’ottil benzoato non mostrava affinità per la proteina. Questo 
fenomeno, gia’ osservato con altre proteine, puo’ essere interpretato con l’ipotesi che i due 
gruppi metili della catena dimetilottilica contribuiscano a stabilizzare una conformazione 
estesa, rendendo anche la molecola piu’ simile, d’altra parte, al farnesolo ed al retinolo, 
almeno per quanto riguarda la catena di atomi di carbonio. Gli altri due ligandi efficaci, 
l’aldeide amilcinnamica ed il p-tert-butilbenzofenone, mostrano elementi strutturali comuni, in 
quanto ambedue costituiti da una gruppo carbonilico centrale affiancato da due ampie zone  
 
Fig.22. Curva di binding della sonda 
fluorescente 1-NPN alla OBP3 di 
A.pisum. Il relativo grafico di 
Scatchard (inserto) ha permesso di 
valutare  la costante di dissociazione 
in 3.3 µM.   
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Fig.23. Binding competitivi della 
OBP3 con vari ligandi. La 
proteina, alla concentrazione di 2 
µM è stata incubata con la sonda 
fluorescente 1-NPN alla stessa 
concentrazione, quindi la miscela 
è stata titolata con ciascun 
ligando a concentrazioni finali da 
2 a 16 µM. I valori di intensità di 
fluorescenza sono riportati come 
percentuale delle intensità 
iniziali.  
A 
C 
B 
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idrofobiche, un anello benzenico ed una catena alchilica nel nel primo caso, due anelli 
benzenici nel secondo. Tuttavia, non è facile stabilire correlazioni fra le strutture di questi due 
ligandi e quelle degli altri precedentemente considerati. 
Esperimenti di binding competitivo sono stati effettuati anche con le altre due OBP, 
utilizzando gli stessi ligandi. Le curve di binding non vengono riportate, ma nella figura 24 è 
stato riportato in forma grafica un confronto fra gli spettri di legame delle tre proteine.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il grafico di figura 24 è stato costruito sulla base dei valori di concentrazione di ciascun 
ligando che riducevano del 50% l‘intesità di fluorescenza (IC50). Per alcuni composti non è 
stato possibile valutare questo parametro, in quanto, anche alla concentrazione piu’ alta 
utilizzata (16 µM), i valori di intensità di fluorescenza erano ancora molto alti e ben lontani 
dal 50% di quelli iniziali. In questi casi, è stato assegnato arbitrariamente un valore di 100 µM 
alla IC50. Inoltre, allo scopo di mettere in evidenza maggiormente i ligandi migliori, associati 
ai valori piu’ bassi di IC50, è stato preferito riferirsi agli inversi di tali valori. Infine, è stata 
scelta una scala logaritmica per evitare che valori molto bassi di qualche ligando (come il 
retinolo) comprimessero tutto il resto del grafico in un intervallo troppo ristretto. In tal modo, i 
ligandi deboli, per i quali era stato assunto un valore di 100 µM per la IC50, nel grafico sono 
associati ad un valore delle ordinate uguale a zero.  
0
0,4
0,8
1,2
1,6
2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
OBP1
OBP3
OBP8
Ligando 
lo
g 
(1/
IC
50
) 
Fig.24. Confronto delle affinità delle  3 OBP di A. pisum per diversi 
ligandi. 1. etil benzoato, 2. butil benzoato, 3. esil benzoato, 4. ottil 
benzoato, 5. dimetilottil benzoato, 6. dimetilottil acetato, 7. farnesolo, 8. 
retinolo, 9. p-tert-butilbenzofenone, 10. p-tert-butilfenilbenzoato, 11. 
amilcinnamaldeide, 12. N-fenil-N’-benzilidrazina. 
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Uno sguardo al grafico di figura 24 mostra che due sostanze, il dimetilottil acetato ed il 
farnesolo si legano esclusivamente alla OBP3. Si puo’ osservare inoltre che anche il 
dimetilottil benzoato mostra una certa specificità essendo legato dalla OBP3 e dalla OBP8, ma 
non dalla OBP1. Gli altri composti non mostrano differenze notevoli nelle loro affinità verso 
le tre proteine. Di questi, si puo’ notare come il retinolo rappresenti il miglior ligando fra 
quelli saggiati. 
La specificità della OBP3 per il farnesolo e per l’acetato di dimetilottile, due molecole 
strutturalmente simili, rappresenta il dato piu’ interessante e potrebbe suggerire il β-farnesene 
come probabile ligando naturale per questa OBP. E’ noto, infatti, che il β-farnesene è un 
feromone di allarme per gli afidi, prodotto anche dagli stessi afidi, come riportato 
nell’Introduzione. E’ ragionevole, quindi, supporre che esistano proteine leganti questa 
molecola negli afidi, sia con una funzione di percezione del β-farnesene nell’ambiente, sia per 
il trasporto della stessa molecola nel corpo dell’insetto. 
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CONCLUSIONI 
 
 
 
I risultati riportati in questo lavoro di tesi hanno fornito ulteriori informazioni su alcuni 
membri della classe delle proteine solubili denominate OBP ed espresse nella linfa sensillare 
degli insetti. Le OBP, per la prima volta, sono state identificate negli afidi. In particolare la 
determinazione delle sequenze amminoacidiche ha permesso di stabilire rapporti di 
somiglianza fra le nove OBP individuate in Acyrthosiphon pisum. Questa specie è stata 
scelta come modello per gli afidi e presto di essa sarà disponibile il genoma completo. Dal 
confronto delle nove sequenze amminoacidiche è evidente un alto grado di divergenza con 
solo pochi amminoacidi conservati, fatta eccezione per le sei cisteine, motivo caratteristico 
nella famiglia delle OBP. E’ stato possibile ottenere sequenze omologhe di alcune OBP in 
altre specie di afidi, utilizzando gli stessi primer. Infatti, spesso queste sequenze sono 
risultate estremamente conservate attraverso le varie specie di afidi. Questo fenomeno è 
abbastanza insolito negli insetti, dove è stata in genere osservata un’alta divergenza delle 
OBP, e può essere spiegato dall’ evidenza che gli stessi feromoni spesso sono utilizzati da 
afidi di specie diverse. Cio’ è vero per il feromone sessuale, costituito in genere da miscele 
di nepetalattone e nepetalattolo e per il feromone d’allarme, il β-farnesene. Per quanto 
riguarda i feromoni sessuali, è chiaro che specie che usino le stesse molecole rischiano di 
confondere i loro messaggi, tuttavia negli afidi questo pericolo è limitato in quanto si tratta 
spesso di specie altamente specifiche per la pianta ospite. Le stesse considerazioni possono 
applicarsi anche al feromone d’allarme, anche se in questo caso disporre di un segnale di 
pericolo comune a diverse specie di afidi risulta in ogni caso in un beneficio ed un risparmio 
energetico per gli insetti. 
 
L’ espressione eterologa delle tre OBP in sistemi batterici è risultata molto efficace con 
produzione fra 20 e 40 mg di proteina per litro di coltura cellulare. Questo ha reso possibile 
effettuare prove di binding, utilizzando  ligandi con diverse caratteristiche strutturali. Il dato 
più interessante è la specificità della OBP3 verso il farnesolo e il dimetilottil acetato, 
composti simili strutturalmete al β-farnesene, feromone di allarme degli afidi. 
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Questa ricerca, iniziata con il mio lavoro di tesi, prevede di completare la caratterizzazione 
delle OBP mediante un’ indagine sulla espressione di ciascuna OBP nella diverse parti del 
corpo dell’afide e durante l’intero ciclo vitale. Cio’ prevede esperimenti di 
immunofluorescenza, utilizzando gli anticorpi policlonali prodotti durane questa tesi.  
L‘obiettivo finale di questo lavoro, come di altri che hanno come oggetto lo studio della 
chemiorecezione negli insetti, è quello di mettere a punto metodi di lotta alle specie nocive 
in agricoltura (come gli afidi) o dannose per la salute umana (come alcune zanzare), che 
evitino l’uso di insetticidi. Solo una base ampia di conoscenze a livello molecolare circa i 
meccanismi del riconoscimento olfattivo puo’ suggerire strategie che utilizzino proprio il 
sistema di comunicazione chimica dell’insetto a nostro vantaggio. 
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